SEKUNDARNI METABOLIZAM

prof. dr. sc. Anita Slavica



sekundarni metabolizam (1)

*  je li sekundarni metabolizam:
izbacivanje ,nepotrebnih” meduspojeva primarnog metabolizma iz stanice ?
proizvodnja ,neprirodnih” spojeva u stanicama koje u odredenim uvjetima ne mogu vise regulirati
svoj metabolizam ?
detoksikacija, pohranjivanje, ,prazan hod” ili ,skretanje” preopterecenog metabolizma ?
diferencijacija stanica ?
pohranjivanje (suviska) supstrata iz okoline ?
medijacija ekoloSkih interakcija ?
,pomoc” biokemijskoj evoluciji?



sekundarni metabolizam (2)

Sir Alexander Fleming (1881.-1955.)

- okarakterizirao je antibiotsku supstancu lizozim i izolirao je antibiotik penicilin iz
Penicillium notatum;

- dobio 1945. godine Nobelovu nagradu

- (filamentozni) fungi, kvasci (S. cerevisiae) i bakterije - cell factories



sekundarni metabolizam (3)

bakterije - Actinomycetes

Selman Waksman (1888.-1973.)

» 1952. Nobelova nagrada, streptomicin

* genus Streptomyces

Arnold Demain

= gktinomiceti = fungi = jednostani¢ne bakterije

- gotovo vecina zivih organizama moze proizvesti sekundarni metabolit
- dodanas (2017.) je okarakterizirano je 22500 sekundarnih metabolita
- samo oko 100 sekundarnih metabolita se koristi

- aktinomiceti su glavni industrijski proizvodaci sekundarnih metabolita



sekundarni metabolizam (4)

» osim penicilinskih antibiotika, najvise se proizvode i u upotrebi su ovi fungalni sekundarni metaboliti;
statini,
griseofulvin |

imunuspresivi.



sekundarni metabolizam (5)

sekundarni metaboliti:
antibiotici;
drugi lijekovi;
(miko)toksini;
pesticidi;
insekticidi;
herbicidi;
zivotinjski i biljni faktori rasta i

drugi spojevi.



sekundarni metabolizam (6)

reakcije sekundarnog metabolizma smatraju se modifikacijama reakcija primarnog metabolizma;

proizvodi sekundarnog metabolizma nisu nuzni za rast stanice;

« sekundarni metaboliti imaju vrlo razliCite kemijske strukture i vrlo razliCitu bioloSku aktivnost;

«  kemijska struktura i aktivnost sekundarnih metabolita ovisi 0 vrsti mikroorganizma koji proizvodi ovaj metabolit;

« set specificnih gena jednog genoma kodira za enzime ovih metaboliCkih puteva i njihova ekspresija regulira se

posebnim mehanizmima i to kroz odredeno vrijeme i razliCitim nivoima ekspresije ovih gena;

*  mehanizmi regulacije proizvodnje sekundarnih metabolita jako su dobro integrirani u fiziologiju

(mikro)organizma proizvodaca sekundarnih metabolita;
«  transfer gena izmedu razliitih (mikro)organizama doprinosi evoluciji sekundarnog metabolizma;
razvoj i hibridizacija razliitih analitickih metoda bitno su doprinijeli pojasSnjavanju metabolickih putova i reakcija

koje se pribrajaju u sekundarni metabolizam;



sekundarni metabolizam (7)

biosinteza sekundarnih metabolita iz preteCa centralnog metabolizma (fungi)

sekundarni metaboliti proizvode se karakteristiCnim biosintetskim putovima iz meduspojeva primarnog
metabolizma
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sekundarni metabolizam (8)

* niski prinosi sekundarnih metabolita (suboptimalni rast industrijskog mikroorganizma)

 biosinteza sekundarnih metabolita ,natjeCe” se za meduspojeve centralnog metabolizma sa sintezom

biomase (suboptimalan rast);

* primjena metabolickog inZenjerstva

* rezistencija proizvodaca na sekundarne metabolite: specificni transporteri,
kompartmentacija (vezikule),

rezistentni enzimi.



sekundarni metabolizam (9)

«  Streptomyces sp. - Gram-pozitivne bakterije koje formiraju micelij

- vrlo znacajni proizvodaci sekundarnih metabolita, npr. anti-infektivnih i anti-tumorskih spojeva i drugih
spojeva sa primjenom u medicini;

- bioloSka funkcija vec€ine sekundarnih metabolita koje mogu proizvesti Streptomyces sp. je nepoznata;

- nemaju tzv. adaptivnu ekolosku ulogu;

- tijekom povrsinskog rasta biosinteza sekundarnih metabolita obicno zapoc€inje u fazi formiranja hifa ili
¢ak malo prije;

- pri submerznom rastu biosinteza sekundarnih metabolita je karakteristiCna za stacionarnu fazu rasta
Streptomyces sp. i povezuje se sa limitacijom odredenog supstrata;

- ekspresiju gena (svaki preko 100 kb), koji kodiraju proteine/enzime uklju¢ene u sekundarni
metabolizam, kontroliraju razliCiti regulatorni proteini koji se sintetiziraju nakon pobude i to razlicitim

vanstani¢nim i unutarstani¢énim signalnim putovima;
10



sekundarni metabolizam (10)

Streptomyces sp.

- neki geni, koji kodiraju proteine/enzime koji sudjeluju u sekundarnom metabolizmu, ukljueni su i u proces

formiranja zraCnih hifa i spora;

- smanjenje brzine rasta Streptomyces sp. signal je za sekundarni metabolizam;

11



sekundarni metabolizam (11)

Streptomyces sp. — unutarstanicni signal

- smatra se da je visoko-fosforilirani guanozin [(p)ppGpp] jedna od signalnih molekula za sekundarni
metabolizam
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sekundarni metabolizam (12)

Streptomyces sp. — unutarstanicni signal

- aktivnost ribosomske (p)ppGpp sintetaze RelA potrebna je za sintezu antibiotika i to u uvjetima

limitacije duSikom (S. coelicolori S. clavuligerus - cefamicin C);

- nije sasvim jasna uzro¢no-posljedi¢na veza izmedu djelovanja ppGpp tj. RelA i sinteze antibiotika pri

usporenom rastu Streptomyces sp.;

- ppGpp promovira transkripciju gena, koji kodiraju za proteine/enzime ukljucene u biosintezu antibiotika
ili je transkripcija ovih gena indirektna posljedica redukcije brzine rasta vrsta Streptomyces zbog

inhibicije rRNA sinteze pomocu ppGpp;

- ppGpp se veze na RNA polimerazu, mijenja joj konformaciju i ovako promijenjena RNA polimeraza

.prepisuje” gene za sekundarni metabolizam, a ne ,prepisuje” gene za primarni metabolizam;

- mehanizam djelovanja RelA i/ili ppGpp do danas nije u cjelosti pojasnjen;
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sekundarni metabolizam (13)

Streptomyces sp. — vanstanicni signal
- ybutirolaktoni: A-faktor (2-izokapriloil-3R-hidroksimetil- <butirolakton; S. griseus)
- potreban za biosintezu streptomicina i

morfoloSku diferencijaciju
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sekundarni metabolizam (14)
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sekundarni metabolizam (15)

«  poliketidi

- biosinteza sliCna sintezi masnih kiselina

- za razliku od biosinteze masnih kiselina: vrlo razliCiti acili preteCe u sintezi poliketida i
djelomicni ili potpuni izostanak reakcije redukcije f-keto grupe nakon
produzenja lanca (zbog toga su poliketidni lanci viSe oksidirani i mogu

sudjelovati u viSe razliCitih reakcija od masnih kiselina, npr. u reakcijama

kondenzacija - aromatski i/ili makrolidni sekundarni metaboliti)
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sekundarni metabolizam (16)

«  [laktamski sekundarni metaboliti

Lys — L-a-amino adipinska kiselina F<EOUESE SN SN 3K X
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a-amino adipinska kiselina + L-Cys + D-Val — a-amino adipil-L-cisteinil-D-valin (ACV)
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sekundarni metabolizam (17)

*  korizmati
korizmicna kiselina je ,raskrs¢e” u biosintezi aromatskih spojeva

(amino kiselina i sekundarnih metabolita — npr. kloramfenikola)

18



sekundarni metabolizam (18)

»  perspektiva
- bioinformatika (omics integration);
- set specifiCnih gena jednog genoma kodira za enzime sekundarnog metabolizma i oni se obi¢no ne
eksprimiraju u standardnim laboratorijskim uvjetima (sir A. Fleming !);
- kako aktivirati ove latentne setove gena/metaboliCkih putova (sekundarni metabolom) ?
- sintetska biologija: sinteza cijelih setova gena sa odgovarajucim promotorima i njihov transfer u

stanice pogodnog (industrijskog) (mikro)organizma (Saccharomyces cerevisiae).
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REGULACIJA METABOLIZMA
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regulacija metabolizma

- jednostanicni mikroorganizmi: stanice rastu i dijele se brzinom koju odreduju ekoloski uvjeti
- viSestani¢ni organizmi: diferencirane stanice, rast i umnazanje pojedinih vrsta stanica u funkciji
opstanka (makro)organizma

- 0sim selektivnog pritiska, preduvjet opstanka bilo kojeg organizma je fizioloSka ekonomicnost

- generacijsko vrijeme industrijskih mikroorganizama od 10 min do nekoliko sati, dana,...

- vremenski period tijekom kojeg iz jedne stanice nastanu dvije stanice
- za nastanak dviju stanica treba sintetizirati nekoliko tisu¢a malih, srednjih i makromolekula u
nekoliko tisu¢a enzimskih reakcija i to u odgovaraju¢im omjerima

- pri tome stanica mora biti spremna prilagoditi se svim mogu¢im promjenama u svojoj okolini

- stoga sve enzimske reakcije, koje zajedno Cine sveukupni metabolizam stanice, moraju biti
djelotvorno REGULIRANE

- signali iz okoline i iz unutrasnjosti stanice poticu prilagodbu metabolizma na te promjene, i to na
nekoliko razina
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razine regulacije metabolizma

1. TRANSKRIPCIJA (DNA — mRNA)

2. TRANSLACIJA (mRNA — proteini)

3. POST-TRANSLACIJSKE PROMJENE PROTEINA
3.1. KOMPETITIVNA INHIBICIJA
3.2. ALOSTERICKA REGULACIJA (nekovalentna)
- povratna sprega (PS, anabolizam)

supstrat A

enzim 1

y

- unaprijedna regulacija (katabolizam)
meduprodukt B

3.3. KOVALENTNE PROMJENE
- fosforilacija (osmoregulacija kod E. coli, porini)
- metilacija (kemotaksija kod enterobakterija)

enzim 2

S Y

- acetilacija i acilacija .
krajnji produkt C

- proteoliza (peroksizomalna liza oksidirane DAO,
peroksizomalna liza oksidiranog proteina)
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razine regulacije metabolizma

4. KOMPARTMENTACIJA
prokarioti — citosol, membrana, periplazma,;

eukarioti — mitohondriji, plastidi, ER, vezikule, vakuole

5. SPECIFICNA REKOMBINACIJA

- sporulacija jednostruka

H g b
(Bacillus subtilis) membrana
dvostruka Il ]
membrana — prespora
g \

(“gladovanje”)( E ) dvostruka
membrana

0-1 / stanica \ v

peptidoglikan majka

\ (liza stanice) / V-Vi

germinacija e @ /Vll - korteks

- omotaé

spora



regulacija sloZenih metaboliCkih puteva na razini aktivhosti enzima

1. IZOENZIMI
- dva ili viSe enzima koji kataliziraju istu reakciju, razlikuju se po strukturi (podjedinice i kofaktori) i
nacinu regulacije (aktivnost svakog enzima kontrolirana razli¢itim krajnjim produktom)

- primjer: tri aspartat kinaze kod E. coli, aktivhost jedne kontrolirana lizinom, druge treoninom,

trece kinaze metioninom
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regulacija sloZenih metaboliCkih puteva na razini aktivhosti enzima

2. USKLADENA (KOOPERATIVNA, MULTIVALENTNA) REGULACIJA POVRATNOM SPREGOM
- jedan enzim Cija je aktivnost regulirana sa viSe efektora

- primjer: sinteza lle, Val, Leu i pantotenske kiseline kod bakterije Salmonella typhimurium

————b—m—->»
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regulacija sloZenih metaboliCkih puteva na razini aktivhosti enzima

3. KUMULATIVNA REGULACIJA
- svaki proizvod metabolickog puta djeluje sam za sebe u odredenom postotku na aktivnost
enzima, ucinak proizvoda kumulativan

- primjer: aktivnost glutamin sintetaze regulirana je sa osam razliCitih spojeva
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regulacija transkripcije kod bakterija

- DNA-zavisna-RNA-polimeraza (min. Cetiri podjedinice, “core” a,Bp'c)

2 o 2 x 36,000 (MW) inicijacija

B 150,000 inicijacija, elongacija, terminacija (kataliticka domena)
B’ 160,000 inicijacija

c 83,000 inicijacija (promotort)

p (ro) 50,000 terminacija

shematski prikaz prokariotske DNA-zavisne-RNA-polimeraze struktura eukariotske DNA-zavisne-RNA-polimeraze
(E. coli) (S. cerevisiae; rezolucija 1.3 A) (http://www.rcsb.org/pdb) 27



regulacija transkripcije kod bakterija

OPERON funkcionalna geneticka jedinica koja sadrzi regulacijske i strukturne gene

a aktivacijsko mjesto, mjesto vezanja aktivatora transkripcije

o] operator; mjesto vezanja aktivatora ili represora (protein), moze se nalaziti i
unutar strukturnog gena

r  genrepresor kodira represor protein

p promotor mjesto vezanja DNA-zavisne-RNA-polimeraze (mjesto poCetka transkripcije)

tsp (eng. transcription start point) start transkripcije
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regulacija transkripcije kod bakterija

OPERON funkcionalna geneticka jedinica koja sadrzi regulacijske i strukturne gene

I (eng. leader sequence) moze sadrzavati ORF za mali tzv. leader peptide

rbs (eng. ribosome binding site) mjesto vezanja ribosoma na mRNA (pet pretezno
purinskih nukleotida)

S strukturni geni

cistron strukturni gen koji kodira protein

ATG start kodon (Met)

stop kodon TAA/TAG/TGA

t signal za terminaciju transkripcije

=
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regulacija transkripcije kod bakterija

Regulation factors for several different regulatory motifs. 6. Dual repressors nieRcing

NN

1. Simple repressor B &
e 7. Dual activators interacting

[4 ] [4 ] [
8. Dual activators cooperating via looping
A
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[ A4 ] %] |

( \ \ 9. Repressor with two DNA binding units and DNA looping
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regulacija transkripcije kod bakterija

prepisivanje gen
2351 -10 bp “upstream” od starta (+1

5 TTGACA 5 TATAATPU \——= promotor strukturni gen terminator
AACTGT %’ ATATTAPy 5’ 5’ 3/
-35 bp -10 bp 3 o)
'core" ‘L
RNA-polimeraza —-Oy \G reuse” )
. . INICIJACIJA

mjesto Pribnow @ / 5

prepoznavanja transknpcuskl 'mjehuri¢"
3[
- 5’

OTPUSTANJE © /\ N A nusA (modulira brzinu elongacije)
b’ RNA 8-9 nukleotida

3[
5/

5l
3 j
ELONGACIJ

3[
5[

: : PPPA mRNA
- vezanje nukleotid trofosfata 5’
- formiranje veze izmedu dodanog nukleotida i 53'
3’-OH RNA koja se sintetizira
. A S O rho

. otpustanje pirofosfata PP %,
51
3!

TERMINACIJA

- prekid elongacije

- otpusStanje mRNA iz

- disocijacija DNAz-RNAp

ternarnog kompleksa
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regulacija transkripcije kod bakterija

»

énimacije: The Meselson-Stahl Experiment
High-Throughput Sequencing
Construction of a DNA Library
www.sumanasinc.com/webcontent/animations/biology.htm
Lyfe Cycle of an mRNA
Translation

www.sumanasinc.com/webcontent/animations/molecularbiology.htm
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A negativna kontrola

incucibilni operon represibilni operon
kontrola operona represor o represor
locus strukturni genl locus strukturni geni
t
(1) DNA E]_J_E Clol_u_u_u_l EE:}:; C:_%IJIL.T_i}
mRNA —:a- nema ekspresije gena —t) —i_-, policistronska
v ViV  mRNA
B Laaalaa Fas .l -
: ~onoevn proteini
represor protein inaktivni aporepresor "~ "™
""""" Pt POt 7V Pt Tpo Ty
(2) DNATIHT3 EI:lIIIIII:_{ EIP_IT_J - |
mRNA —> / -—r¢—{—> policistronska L,. nema ekspresije gena
Yyl mRrNA v
O MMM ni
| u(} Mooy proteini {3}
A induktor inaktivni represor korepresor

B. pozitivha kontrola

inducibilni operon represibilni operon
aktivator aktivator
locus locus
Pt PO t Pt PO t
(1) DNACI—IR. W IiTzTsT 1 S B — - -
mRNA ———=>  nema ekspresije gena *‘l‘—z- 4 ———= policistronska
v { Vy¥  mRNA
g O v oA proteini
apoakti\.rator Activator proteinmmm
""""" Pt po0 __+ ey ey
(2) DNATI— T S TITZI8T 3% TS
+ . -
promotor mRNA —ta- ™+ —+¢,—r—:~ policistronska i} nema ekspresije gena
operator ijw*m mRNA ‘l'/’"
105 202 proteini
terminator ko-aktivator 0 inaktivni
A inhibitor aktivator




kontrola operona: negativna i pozitivha kontrola operona

ekspresija u

regulatorni elementi funkcija operona odsutnosti
nacin regulacije protein efektor radi miruje proteina
regulatora
neg inducibilna  represor (R) induktor (1) R+ R konstitutivha
represibilna  apo-represor (AR) ko-represor(KR) AR AR + KR konstitutivha
poz inducibilna  apo-aktivator (AA) ko-aktivator (KA) AA + KA AA nema
represibilna = aktivator (A) inhibitor (1) A A+l nema
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proizvodni mutanti

- spontani ili inducirani mutanti koji su izgubili sposobnost regulacije odredenog dijela metabolizma
- zbog mutacije “prekomjerno” proizvode odredeni metabolit

1. regulacijski (ne-represibilni) mutanti
mutacija u genu regulatoru ili operatoru vodi ka “konstitutivnoj” ekspresiji odredenog stukturnog

gena

2. auksotrofni mutanti
mutanti za “izbjegavanje” regulacije
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regulacijski mutanti - dobivanje nekih proizvoda

- uvodenje mutacija u cilju proizvodnje odredenog proizvoda (auksotrofni mutanti)

enzim ab enzim bc enzim de
A > B > C D > E
hranjiva podloga
c~=0
proizvod organizam auksotrofni mutant supstrat  y(g L?)
L-citrulin  Bacillus subtilis arginin glukoza 16
L-lizin Corynebacterium glutamicum treonin, metionin glukoza 50
L-fenilalanin Arthrobacter paraffineus tirozin n-alkani 15
L-treonin  Escherichia coli lizin glukoza 20
L-valin Corynebacterium glutamicum izoleucin glukoza 11 36




regulacijska mreza kod enterobakterija

- 0snovni pojmovi
OPERON osnovna transkripcijska jedinica iz koje se proizvodi jedna, u pravilu, policistronska
MRNA sa pojedinacnog promotora
- primjer: lac-, trp-, leu-, ara-operon

-

-~ a,0 p tsp | 8 g strukturni gen 1 é £ 5 strukturni gen 2 é t
b (R
! [
mRNA | | gil___@h —E0 T | A
| |
. | ] () L
| I A L Yoy
"eP':;?SO" RNA : © I LL) RNA
i limer ribosom ribosom iran
aldivaisi polimeraza O D polimeraza
- negativna kontrola katabolizma laktoze
Operon e (D)
—> represor » geni za enzime za metabolizam laktoze

lac|p| | I lacoperon |a|plo| 7 [ Y A
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regulacijska mreza kod enterobakterija

- 0snovni pojmovi
REGULON grupa operona koju kontrolira zajednicki regulacijski protein

operoni koji €ine regulon u pravilu su bez nekog reda razmjesteni po genomu

- primjer: glp-regulon

Regulon P e S )
! anaerobni metabolizam glicerol-P (glp)
™

glp upemm‘a plo| A J c | B

! e o

) aerobni metabolizam glp
>
' glpoperon2|a|plo| G | E D

>represor ..., O
R _[ transport i metabolizam glicerola

|—)v
'H_ glp operon 3|a|p|o F K

transport glp

glp|p|
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regulacijska mreza kod enterobakterija

- 0snovni pojmovi
MODULON grupa regulona i/ili operona u kojoj je svaki ¢lan grupe pod kontrolom zajedni¢kog

globalnog proteina
ovaj je sustav epistati€ki tj. nadreden pojedinacnim regulatorima

mutacija u globalnom regulatoru daje pleiotropni efekt
- primjer: crp-modulon (eng. cyclo-AMP receptor protein ili catabolite repression

QrOtein) Modulon
Regulator crp modulon
globalni individulani
i o
[£ cp ‘ ﬁacl] | alp B —> [ac operon
Y
e
| AMP 5 =
alarmon c CH p _f—J_' = gal requlon
O—LH, : | e
adenin I s Y
CAMP = cAMP-Crp | GIpR l l alp % =X glpreqgulon
I - 7 - .
@
‘ EZI] =% mal requlon
L 2 . =
O=P—0O OH e e
| 5’ i@ =
] SorC ‘ ajp m —> soroperon
O T @) i i vecina 39
katabolickih

(1-10 uM) operona/regulona



regulacijska mreza kod enterobakterija

- 0snovni pojmovi
ALARMON mala molekula koja signalizira stresno stanje pa tako djeluje kao globalni regulator
- primjer: CAMP za katabolizam, ppGpp i pppGpp za anabolizam

STIMULON velika grupa operona koji reagiraju na istu pojedinacnu pobudu, a da pri tom nisu
regulirani djelovanjem zajednickog regulacijskog proteina
- primjer pobude: glad, toplinski Sok, ostecenje DNA, infekcija fagom

- brojni regulacijski procesi u stanici udruzuju se oko nekog zajednickog cilja koji Cesto premasuje
sloZzenost modulona i proteZu se na stanicu (npr. dioba, sporulacija).
- Opisana razina slozenosti naziva se eng. multigene family control
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prijenos signala kod prokariota — globalne regulacijske mreze (1)

STIMULATION

sensor
(receptor)

A

SIGNAL TRANSDUCTION % /

transducer receiver
(transmitter)

RESPONSE
regulator  global
network
genes | metabolism

V .u""’
) = modulons — differentiation

A\ .
regulators behavior

—

ADAPTATION
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prijenos signala kod prokariota — globalne regulacijske mreze (2)

sensor

response
regulator
> @_
katabolicka represija PTS, I1AGI cAMP-Crp
izvorom ugljika (Glc)
katabolicka represija PTS. P-SerHPr CcpA
izvorom ugljika (Glc) ’
sporulacija KinA SpoOF,
KinB SpoOB
SpoOA
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cAMP i kataboliCka represija izvorom ugljika

- ne troSiti energiju za sintezu enzima za metabolizam laktoze ako je dostupna glukoza

E. coli/ IPTG

fosfodiesterska
vezana C3iC5 l;le X
riboze N"“c/c"‘-w fosfodiesteraza 100 } bez dodatka -

H

ngexnéé H’\ \
o | + Glc + cAMP
o Cf we AMP 80r
| l/l_ll \ °
\P-—-.. é N energetski / 2.
o“Yh 0 PP; metabolizam 60r /° e il
ciklieki AMP /
adenilat ciklaza ATP 40r /‘ e slanarepressa
o
IPTG 20}
CHeOH  CHg A LL prijelazna represija
HO A\ 5= CHEH3 dodatak Glc
OH 0 "// ! : . ’
0 0,03 0.04 0,05 0.06
o OD (560 nm)

izopropil-B-D-1-tiogalaktopiranozid

(nesvrhoviti induktor S-galaktozidaze tj. inducira transkripciju ovog enzima,
ali nije supstrat za p-galaktozidazu) 43



kataboliCka represija izvorom ugljika

- za enterobakterije karakteristiCni su brz rast na glukozi (“glukozni efekt”)
diauksijski rast na glukozi i joS jednom izvoru ugljika

. obje karakteristike manifestacije su KATABOLICKE REPRESIJE IZVOROM UGLJIKA (KRIU)
(eng. carbon catabolite repression)

- KRIU se javlja kada katabolizam prevlada anabolizam
- 0sjetilo za opisane uvjete je PTS
- PTS prenosi informaciju putem IIACc proteina do adenilat-ciklaze i dalje putem cAMP pokrece crp-modulon

- Crp protein crp-modulona je globalni regulator i sudjeluje u prijelaznoj ili stalnoj kataboli¢koj represiji
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kataboliCka represija izvorom ugljika

- kada stanica raste na supstratu koji se ne transportira PTS sustavom, tada su svi proteini PTS sustava
fosforilirani (jer se ne troSi PEP tj. P kod transporta supstrata PTS-om)

- fosforilirani oblik 11AC'c proteina aktivira adenilat ciklazu i nastali cAMP u kompleksu sa Crp proteinom
aktivira operone u sastavu crp-modulona

- kod rasta na glukozi transport supstrata se odvija PTS sustavom

- u ovom slucaju nefosforilirani oblik IIAG/c proteina dominira nad fosforiliranim oblikom [IAC'¢ proteina i to
zbog troSenja PEP tj. prijenosa P na glukozu tijekom aktivnog transporta

- dvije su vazne posljedice opisanog stanja:
1. nema aktivacije adenilat ciklaze
koncentracija CAMP je niska

ne aktiviraju se operoni za druge izvore ugljika

2. nefosforilirani IIAG protein inhibira transportne sustave za druge izvore ugljika
onemogucen je ulaz potencijalnih induktora u stanicu (eng. inducer exclusion) 45



PTS i kataboliCka represija izvorom ugljika

supstrat

supstrat-P <— Kr\l IIB

; S,
PEP S
piruvat

adenilat
ciklaza

glukoza-6-P Kl@
_/

lICCle

i J

S, 1 S, sustavi za transport npr. laktoze, melibioze, maltoze ili glicerola
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PTS i kataboliCka represija izvorom ugljika

supstrat
IC)
T
supstrat-P 4/; I8
O
4;»/’_\ 5,
PEP N A
piruvat
adenilat
ciklaza
glukoza-6-P “Pﬁ\@ A
gk

‘Xv HPr His~P
piruvat P X_,

represor

fosfataza
CcpA

.
supstrat-P

)
© ]

meduspojevi
glikolize

EAE

defosforilacija

- el

kinaza (aktivna) kinaza (inaktivna)

| HPr Ser-P- CcpA

Hprsercp] PP

{S)
¥
cre promotori
(ccpA modulon)

)

S, 1 S, sustavi za transport npr. laktoze, melibioze, maltoze ili glicerola

cre (eng. catabolite responsive elements)
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lac operon bakterije Escherichia coli
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lac operon E. coli

animacija: The lac Operon (VRLO VRLO pojednostavljeno)
www.sumanasinc.com/webcontent/animations/biology.html

-sustav inkorporiran u genome gotovo svih eksperimentalnih mikroorganizama

-transkripcija regulirana lac | represorom, mutanti bez represora eksprimiraju operon konstitutivho

laktoza 40

VAV AE

1

WW\

P

|

lacl

lac/

lacY

lacA

P, promotor lac | gena koji kodira lac | represor (protein)

P promotor lac operona

O operator

lacZ kodira citoplazmatsku f-galaktozidazu

lacY kodira membransku permeazu
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lacA kodira galaktozid transacetilazu



lac operon E. coli

- fgalaktozidaza

OH

OH
D-galaktoza

Ho \9H

OH
D-glukoza
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lac operon E. coli

- transacetilaza (acetil od acetil-CoA do galaktozida)

T .“I"-:; o OH . i - o

i i aH }\ O |
(L =" | — A=

= —O0—P—0 | . H

;_,%\;_ + H -y e -iCI # 1 +1] —_ COA 4 " - ! \,r "

npr. acetil-CoA + D-glukozamin-6-P > CoA + N-acetil-D-glukozamin-6-P
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lac operon E. coli

- na gen lac | nastavlja se intercistronska regija (~ 122 bp) koja regulira ekspresiju lac ZYA operona
- intercistronska regija sadrzi mjesto vezanja cAMP-CRP kompleksa kao aktivatora transkripcije
operator za vezanje produkta lac | gena (represora)

dva promotorska mjesta za vezanje RNA-polimeraze (P1i P2)

-35 10
g+ glu ser gly zin stop — — fmel  Lthr el

COAAAGCOGRCAGY GAGCECAACGCAATTAATAT QAGTTARCT CAL TEATT ABGCALCLCAGGCTTTACACTTTATECTTCCOACTCRTAT Neme CAGGAAMCAGCTATGACCATA
CCTTTCGCOOGTCACTCAOETT GUGTTAATTACACT CAGTAATCCOTGAOGT CCAAAATATAAAATACAAAGACCRABCAT, ’ aTT, ¢ GTCCTTT ATCAATAGTGATAC

| TRty | IS

-35 10
‘ mRNA
‘ o=
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lac operon E. coli

- promotor P2 odgovoran je za bazalnu, konstitutivhu ekspresiju strukturnin gena lac operona
- promotor P2 veze ¢vrsto RNA-polimerazu
Inicijacija transkripcije je jako slaba

koncentracija f-galaktozidaze i laktoza permeaze u stanici je vrlo mala

- za potpunu indukciju operona potrebna su dva signala
1. visoka koncentracija cCAMP u stanici (“glad”)

2. prisutnost laktoze u okolini stanice

- u ovom slucaju bazalna permeaza “uoCava” prisutnost laktoze u okolini

CH LOH CH,0H

| transportira je u stanicu Con > >
]
- bazalna p-galaktozidaza odrzava trostranu K.. g

OH OH  laktoza

ravnotezu izmedu laktoze, alolaktoze i produkata

CH LOH CH,OH

alolaktoza

hidrolize (glukoza i galaktoza) > <j>

D- galaktuza D- glukoza
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lac operon E. coli

CHz OH 4
n)

. .. .. . . HO, . H :

- alolaktoza je izravni induktor koji prevodi represorski o A Tiew, 1

OH

protein u inaktivhu formu ™ N CH,0H

alolaktoza % (l::H

inducibilni operon oA HO\OH

: OH l]ZJH

represor D-galaktoza D-glukoza

locus strukturni geni

t
(1) DNA E]:Ei Cld_LLLLLI_l

mRNA 4 ]‘ nema ekspresije gena

represor protein

(2) DNA El:D EI:l_t__IIIII:Z

L ¢

mRNA —> / —+——> policistronska
V ,/’ l V¥ mRNA
O avvervrery proteini
u
A induktor inaktivni represor
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lac operon E. coli

- istovremeno visoka koncentracija cAMP stimulira formiranje cAMP-CRP kompleksa kao aktivatora
transkripcije
- CAMP-CRP kompleks se veze na crp mjesto vezanja (intercistronska regija) i time reprimira transkripciju sa

P2 i aktivira transkripciju sa P1

CRP sit= \ Repressur sile iacZ

T A S R T RECRRIQC0000N0MN ] SRR SRS SR R e S ) A SIS
3 F -
—-35 10
_glu ser gly gin stop — — fmel  Lhr el
GOAAAGCOGGCAGT GAGCECAACGCAATTAATATAAG TTABACALC EAGGCTTTACACTITATCCTTCOBOCT CRTAT CAGGAAACAGCTATGACCATR

| TRty | IS

-35 10

- pretpostavlja se da CRP-kompleks savije DNA pod kutem od 90° tako da dolazi do izravne interakcije

mRBRNA

I
|
|
|
\4

CRP-kompleksa i RNA-polimeraze
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lac operon E. coli

- povecava se afinitet vezanja RNA-polimeraze na DNA
- istovremeno se lakSe pokrece i nastavlja elongacija mRNA
- na ovaj se nacin viSestruko povecava ekspresija strukturnih gena lac operona Cime se omogucava rast na

laktozi

- iscrpljivanjem laktoze u okolini stanice brzo se smanjuje i koncentracija laktoze u stanici
- Zbog toga se smanjuje koncentracija alolaktoze (nestaje), koja je stvarni induktor
- “oslobodeni” represor protein veze se na operator i onemogucava transkripciju sa P1 pa preostaje samo

bazalna transkripcija sa P2

luct CRP sits Repressur sile iaeZ
[ R O B O G A0
e F -
—-35 10
_glu ser gly gin stop — — fmel  Lhr el
COAAAGCOGRCAGY GAGCECAACGCAATTAATAT QAGTTARCT CAL TEATT ABGCALCLCAGGCTTTACACTTTATECTTCCOACTCRTAT . _ CAGGAAMCAGCTATGACCATA
CCTTTCOCCOGTCACTCACETT QUGTTAATTACACT CAGTAATCCOTGAOGT CCAAAATATGAAATACBAAGACORABCAT. . G ATTAMAGTATGTCCTTT ATCAATAGTEATAC

—_ [ ——

-35 10
e mRBRNA
P




lac operon E. coli

- slino Ce se dogoditi i kada se stanica nade u podlozi koja sadrzi i glukozu i laktozu

- glukoza je preferirani izvor ugljika i energije za E.coli kao i za mnoge druge (mikro)organizme

- E. coli moze koristiti i druge ugljikohidrate (supstrate) kao izvore ugljika i energije, ali samo kad

nema glukoze

- ako je uz glukozu u okolini stanice dostupan i drugi izvor ugljika npr. laktoza, bakterija ¢e prvo

iskljuCivo koristiti glukozu, dok je ne iscrpi

- tek kad je glukoza iscrpljena, bakterija Ce koristiti drugi dostupan izvor ugljika tj. laktozu

- DIAUKSIJSKI RAST (Monod, 1941)

0
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lac operon E. coli

- u ovom slucaju glukoza se transportira u stanicu PTS sustavom za glukozu
- nefosforilirani oblik 11AC'c proteina inhibira laktoza permeazu
- koncentracija cCAMP se smanjuje, raspada se cAMP-CRP kompleks

- ovim se oNEmogucava aktivacija transkripcije gena lac operona

- LAKTOZA NE INDUCIRA lac OPERON U PRISUTNOSTI GLUKOZE
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primitivni sustav za 'sensing' i regulaciju: lac operon i metabolizam laktoze

indukcija represor $naktivni)
laktoza,, laktoza;,, —> alolaktoza o
_ represor (aktivni)
P » B-galaktozidaza transacetilaza
_, represor -~ @ N permeaza
lac [p| | ajp|o Z Y A
k\
\\
. aktivator @f’ Gal
-7 [IAGle <—----><— laktoza; laktoza,
plcmp cAMP-Crp ' " &
% Glc ’,WQ
Crp E \\\ ””’¢
1 See___-- -~
1
\
katabolicka ‘inducer
@ ATP

represija CAMP _ exclusioy

adenilat ciklaza
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fuzija gena s lacZ

W\/\

— vfg'—lac/

lacZ

— yfg'—"lac/

yfg'~'lac/
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kataboliCka represija kod Gram-pozitivnih bakterija

- Gram-pozitivne bakterije takoder imaju kataboliCku represiju
- kataboli¢ka represija je povezana s PTS sustavom i fosforilacijskom kaskadom
- mehanizam je drugaciji jer ove bakterije

nemaju Crp protein

CAMP se u citoplazmi nalazi u tragovima

nemaju proteina lIAGIC

- kod Gram-pozitivnih bakterija umjesto crp modulona djeluje ccpA modulon
- definirane su promotorske cre (eng. catabolite responsive elements) sekvence na koje djeluje CcpA

protein (eng. catabolite control protein A) koji pripada obitelji Lac | regulatora transkripcije
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kataboliCka represija kod Gram-pozitivnih bakterija

- regulacija se odvija na slijedeci nacin:

1.

glukoza se transportira PTS sustavom.

meduspojevi glikolize (Fru-1,6-bP) aktiviraju specificnu protein kinazu koja fosforilira HPr

protein u polozaju Ser46, za razliku od proteina El koji fosforilira His u HPr proteinu.

. HPr-Ser46 aktivira globalni represor CcpA koji djeluje na sve promotore $to sadrze cre mjesta

vezanja i dolazi do represije svih operona u sastavu ccpA modulona.

. nestankom glukoze prestaje aktivacija protein kinaze, a specificna protein fosfataza odvaja

fosfornu kiselinu s HPr-Ser46 proteina i time prestaje represija.
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kataboliCka represija kod Gram-pozitivnih bakterija

@ @/\ @ supstrat

IC [1C I1C
%
y-P & "P\ b supstrat—P
. - @ i
meduspojevi
glikolize
')(@
iruvat
proat+ . (3)
fosfataza rOprasor kin )
CcpA
LPrSer—P CcpA}l—{ Hprser—p| O
é
cre promotori
(ccpA modulon)
2
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cetvrtak, 02.11.2023., prvi parcijalni pismeni ispit (PP-1) iz FIM-a

- student/ica koji/a zeli polagati PP-1 treba poslati e-poruku na e-adresu
aslavica@pbf.unizg.hr najkasnije do 24:00 h u utorak, 31. 10. 2023. i doci u Cetvrtak,
02.11.2023., pisati PP-1,

e-poruka: /ielim polagati PP-1 )
Anita Slavica
00582xyzxyz

\ /

- student/ica koji/a ne zeli polagati PP-1 ne treba poslati e-poruku na e-adresu aslavica@pbf.hr i

ne treba i do¢i u cetvrtak, 02.11.2023., na FIM
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kontrola anabolizma
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kontrola anabolizma

- staniSta u kojima obitavaju razliCite bakterije karakterizira vrlo Sirok raspon ekoloskih uvjeta (npr.
bakterija Deinococcus radiodurans je izolirana iz nuklearnih reaktora)

- bakterije su izlozene stalnim promjenama uvjeta stanista (npr. T, pH, osmolarnost, radijacija, koncentracija
potencijalnih supstrata i toksina) u kojima obitavaju (stres)

- Zzbog toga su bakterije razvile sofisticirane naCine prilagodbe na novonastale uvjete (npr. “otplivaju”)

- re-modeliranje proteinskih kompleksa, prenoSenje signala fosforilacijom i proteoliza nacCini su prilagodbe i
prezivljavanja bakterija u razliitim uvjetima

- sustavi za prenoSenje signala utjeCu na regulone/modulone
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kontrola anabolizma

- bakterije se razmnoZzavaju razlicitom brzinom ovisno o uvjetima u okolini (t; od 20 min do jedan tjedan)
- tijekom sinteze proteina ribosomi uglavnom “rade” maksimalnom brzinom (= 16 aminokiselina s)

- brzina sinteze proteina moze se povecati pove¢anjem broja ribosoma

- E. coli u “siromasnim” podlogama (t, > 3 h) ima oko 2000 ribosoma po stanici

- E. coli u "bogatim” podlogama (t, ~ 20 min) ima oko 20000 ribosoma po stanici
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kontrola anabolizma: shift-up i shift-down eksperimenti

- shift-up eksperiment (“minimalna” podloga — “bogata” podloga)

sinteza DNA se uspori

sinteza RNA se ubrza /RNA
. : . . / DNA
rezultat: stanice rastu u masi, ne razmnozavaju se / «
. . s v
stanice postaju vecCe, izduzene, I/CFU
S . o Aminimalna, "bogata" A
stanice imaju veci broj ribosoma podioga ' podloga L I
- kada se sastav makromolekula u stanici prilagodi
“novim” fizioloskim uvjetima, stanice se poc€inju
razmnoZzavati
- tada je t, krace —— pPGpp
|
- unutarstani¢na koncentracija ppGpp se znatno smaniji 100 ; (mM)
(c ~ 0 mM) | | |

0 30 60 90
t (min)
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kontrola anabolizma: shift-up i shift-down eksperimenti

- shift-down eksperiment (“bogata” podloga — “minimalna” podloga)

porast mase stanica trenutno prestaje
sinteza DNA se nastavlja kroz neko vrijeme

povecéanje CFU se nastavlja kroz neko vrijeme

rezultat: manje i “lak$e” stanice

- kada se sastav makromolekula u stanici prilagodi

“novim” fizioloSkim uvjetima, stanice se poc€inju

razmnozavati

- tada je t, dulje

- unutarstani¢na koncentracija ppGpp naglo poraste

A "hogata"
podloga

, hedostatak

-

' amino kiselina - - 7.

200 a

!

100 — ::
05______ ILﬁ”l"'TT“: [
30 60 90

CFU
DNA

RNA

ppGpp
(mM)

(mutant)
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kontrola anabolizma

- kompleksni odziv u kojem je uspostavljena regulacijska povezanost izmedu
brzine rasta stanica
veliCine stanica
broja ribosoma u stanici

naziva se “stroga” kontrola ili “strogi” odziv (eng. stringent control or stringent response)

- dobiveni su mutanti kod kojih je “stroga” kontrola sinteze RNA postala “opustena” kontrola (eng. relaxed

control)
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kontrola anabolizma: sinteza alarmona (p)ppGpp

- (p)ppGpp sudijeluje u regulaciji transkripcije, translacije i replikacije; regulira sintezu rRNA i tRNA

. bakterijske i biljne stani
. RelA/SpoT modulon (bakterijske i biline stanice)

fatty acid starvation
(glucose starvation ?

phosphate starvation
iron starvation

2260 -
charged ':}fféiuncharged e — o ?
tRNA v tRNA ACP ACP

(GTP)GDP @ (~ 1 na 200 ribosoma) \‘ /
+ATP nascent
B ﬁolypeptlde
.\

“A” mjesto ribosoma _ _

Swi ¢ o |
R'b"s"“‘e “zakocenl ribosom
s A ¢ | .-
AN Ay A
A A AT A
>~ X A - oy Ay
(P)PPGpp (GTP)GDP + ATP  gureruessnssnnsssans (P)PPGpP
mM
RelA (p)ppGpp sintetaza | )
SpoT (p)ppGpp sintetaza/hidrolaza 73

ACP acyl carrier protein (f-oksidacija)



alarmon (p)ppGpp

2 gvanin
™
3
O OH
|
‘O—P=0
|
@
|
O—P=0
|
O_
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kontrola anabolizma: sinteza alarmona (p)ppGpp

- relA gen kodira pppGpp sintetazu | (RelA protein/enzim)

- RelA vezan je na 50S podjedinicu ribosoma i to na L11 peptid

- ako se u citoplazmi “potroSi” neka aminokiselina, prevladat ¢e slobodna tRNA za ovu aminokiselinu

- tijekom sinteze proteina, kada ribosom dode do kodona za ovu aminokiselinu na mRNA, na “A” mjesto
ribosoma Ce se vezati slobodna tRNA

- vezanje slobodne tRNA dovest ¢e do “zakoCenja” ribosoma (eng. stalled ribosome)

- “zakoCeni” ribosom aktivira pppGpp sintetazu | (RelA protein) koja iz GTP (energetski koenzim kod sinteze

proteina) sintetizira pppGpp uz utrosak ATP

- slijedeci enzim u nizu je pppGpp-5'-fosfohidrolaza koja pppGpp prevodi u ppGpp

- ppGpp je alarmon za anaboliCke reakcije i stringent kontrolu

- koncentracija alarmona ppGpp ovisi i 0 aktivnosti enzima SpoT ((p)ppGpp-3‘-pirofosfohidrolaza ) i Ndk
(nukleozid-5'-difosfat kinaza)

- SpoT ima kompleksnu ulogu: sudjeluje u razgradnji ppGpp ((p)ppGpp-3‘-pirofosfohidrolaza ) i sintezi

pPPPGpp (ppGpp sintetaza Il)

- SpoT je odgovoran za drugi krug sinteze pppGpp koji djeluje na pobudu izazvanu nedostatkom izvora C
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RelA/SpoT modulon kod enterobakterija

“zakocCeni” ribosom

mRNA 5. D) .3

nedostatak ugljika

SpoT
GTP | ATP REA  Amp e AMP At | GTP
PPPGPp
NDP
NDP
| ) ©PP > Ndk
Ndk ( pi -
NTP PPi PP NTP
GDP L L ppGpp j > GDP
SpoT* < SpoT*
RelA protein pppGpp sintetaza | \‘\\
SpoT protein ppGpp sintetaza Il \\A
Gpp pppGpp- 5'-fosfohidrolaza anaboliCke reakcije
SpoT* protein (p)pPGpp-3‘-pirofosfohidrolaza stringent kontrola
Ndk nukleozid-5‘-difosfat kinaza
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kontrola anabolizma

- povecanje koncentracije ppGpp u stanici dovodi do niza vrlo slozenih regulacijskih u€inaka
- pri tomu je vrlo tesko razluciti Sto je uzrok, a Sto posljedica pobude
- cilj: uskladiti brzinu rasta i makromolekulski sastav stanice prema uvjetima okoline
- neke uoCene promjene:
1. “zakocCenje” brojnih ribosoma i prestanak sinteze proteina.
2. inhibicija aktivnosti RNA-polimeraze vezanjem ppGpp na 3 podjedinicu.
3. ne formiraju se nove replikacijske viljusSke (prestanak sinteze DNA).
4. inhibicija transkripcije gena za stabilne RNA molekule (tRNA i rRNA).
5. akumulacija nedovrsenih peptida u stanici aktivira “stres-proteine” koji poti€u proteolizu ¢ime
se kratkotrajno nadoknaduje manjak aminokiselina.

6. aktiviraju se biosintetski i kataboliCki operoni.
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kontrola anabolizma

- (p)ppGpp regulira transkripciju, replikaciju i translaciju

inhibicija

(i) Direct

discriminator

down-regulated genes discriminator

(i) Indirect

aktivacija

(p)pEGpp

A A

A

e 12 A A @ oS
o 2 n ™
Z @ rrasnnans — </&:\ e /ﬂ’:\\

RNAP
DksA

IF2
EF

RNA polimeraza
supresor kofaktor

alternative ¢ factors
primaza

faktor inicijacije 2

faktor elongacije

uprregulated genes

indUkCijainhibicija

) PPGpp (P)pPPGpp
BT

l

W% initiation %
elongation
(c) Translation

S inhibicija
A LA (P)PPGpp
B PN A

. / / \
N 3?“9 ‘_2. ( :;.:»'5:'0 )
mRNA e RN, {
L '3'b°s°me) ( Rnbosome\'ﬂ”x
elongation initiation
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metaboliCki blokovi u bakterijskoj stanici (geneticki, biokemijski i informacijski)

- 50 integriranih metaboliCkih blokova (modulona) u bakterijskoj stanici podijeljeno je u Cetiri klase:
- moduloni ukljuceni u dobavu supstrata i energije
- moduloni ukljuceni u prilagodbu stresu
- moduloni uklju€eni u diferencijaciju stanica
- moduloni uklju¢eni u agregaciju stanica i “kontakt” medu stanicama (biofilmovi, dentalni

plakovi, ..., eng. quorum sensing)
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metaboliCki blokovi u bakterijskoj stanici (geneticki, biokemijski i informacijski)

glukoza
!
~----> transport u stanicu
i J polisaharidi
~200 gena i | glikoliza (20 — Gle1p — | Stanicne
onzima za g (20) A stijenke
katabolizam | Glc6P (100)
| Fru6P DNA/RNA
| pentoza-P 3, | nukleotidi
signal: CAMP | FruBP ciklus (50)
? | PEP energija
PTS Piruvat > ATP/ADP
(20) M (50)
_ glukoneogeneza (20)
transport iz stanice ) ~ 600 gena i
enzima za
< organske kiseline (20) <—— AcCoA anabolizam
signal:
aerobni pPpPGpp
uvjeti (15)
energija
NAD/NADH
anfae_robnl (50) 80
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stanicni ciklus prokariota i eukariota
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stani¢ni ciklus prokariota i eukariota - opcenito

- faze stani€nog ciklusa: G;, S, G,, M :

- raspodjela genetiCkog materijala na dvije stanice kéeri

(mitoza, M) /

. nakon replikacije DNA slijedi citokineza (dioba citoplazme)

G, priprema za mitozu (M)

AN 7
N profaza
metafaza .
M > dioba
anafaza
telofaza
] priprema za replikaciju DNA
Gl
N,
N1
replikacija DNA
S p |

N

- da bi stanice kceri bile genetski identi¢éne, dioba jezgre (mitoza) i citokineza moraju biti koordinirane

medusobno u vremenu i u prostoru (stanice/a)

- istrazivanje citokineze: E. coli, B. subtilis, Caulobacter crescentus

Dictyostelium discoidium (kvasci i fungi; jezgrina membrana),

sisavci, Xenopus laevis, Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans,...

(viSi eukarioti - jezgrina membrana)

82



stani¢ni ciklus prokariota i eukariota - opcenito

- NUKLEOID ¢ine kromosomi i proteinske strukture uklju¢ene u procese transkripcije, replikacije i formiranje

samog nukleoida

- nakon uskladene replikacije (zapoc€inje formiranje nukleoida) i razdvajanja kromosoma (nukleoida), odvija

se dioba stanice
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stani¢ni ciklus prokariota i eukariota - opcenito

- citokineza zahtijeva dupliciranje odredenih struktura stanice

- duplikaciju slijedi bipolarizacija stanice koja ¢e se podijeliti i nastaju dvije stanice “kéeri”

- ovo se dogada kod prokariotske i eukariotske stanice

- makromolekularna dogadanja u ove dvije stanice se razlikuju

- eukariotska stanica ima viSi nivo organizacije: prije mitoze tzv. MTOC stukture se udvostru¢avaju i “vode”
diobu stanice

- prokariotska stanica ima nizi nivo organizacije: nema citoskeletona koji prozima citoplazmu ove stanice;

replikacija i razdvajanje udvostru¢ene DNA odvija se bez pomaoc¢i supramolekulskog sustava (aparata)
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stanic¢ni ciklus prokariota i eukariota - usporedba

- replikacija kromosoma

- kromosom eukariota ima brojne
bidirectional jedinice replikacije,
svaka jedinica ima svoj origin
- kod prokariotske stanice (npr. E. coli)
replikacija zapocinje kod definiranog origina
| odvija se bidirectional;

kromosom E. coli nema centromere ili telomere
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stanic¢ni ciklus prokariota i eukariota: segregacija nukleoida kod E. coli

"loop" transkripcije

o

- nukleoid se kroz neko prijelazno razdoblje poveze s plazminom membranom i to pomocu tzv.

trankripcijske loop; ovaj je model primjenjiv kod stanica koje sporo rastu

86



stanic¢ni ciklus prokariota i eukariota - usporedba

- bipolarna organizacija stanice

MTOC «~ SPB
(kvasci)

MTOC eng. microtubule-organizing center
MT eng. microtubules
SPB eng. spindle pole body

b. S. cerevisiae

a. animal cell
glass
MTOC bead
plane of division plane of division

pre-determined site
of cytokinesis

\

spindle
pole
bady

nucleus elongates

medial ring pre-determined site

c. S. pombe
po * of nucleus
. | 7

spindle -

ole — gl
Eody — = —MT —)

|
4

cell elongates

“‘mehanizam - sustav za odredivanje smjestaja jezgre”
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ER
unutrasnja membrana jezgre

vanjska membrana jezgre

biomembrane — organele

- organele s dvostrukom membranom
jezgra

3-10 um

e
N

pore

perinuklearni prostor

jezgrica
(nukleolus)

lamina

jezgrica (ribosomi)

oo
2@«% \: *3?3?83‘«
.

Y

kromatin

jezgrina unutarnja membrana
mermbrana

vanjska membrana

hapev ER kromatin

vanjska
membrana s
jezgre jezgrina
membrana 8 8
unutrasnja
membrana

jezgre



stanic¢ni ciklus prokariota i eukariota - usporedba

- usporedba trajanja faza stani¢nog ciklusa kod prokariota i eukariota

prokariot
S=M
g | 1h
| S |

citokineza
eukariot
G1 S G M
[ P74 | =l 10h
'Y )
citokineza

- postizanje kompaktnosti DNA nakon replikacije tijekom mitoze kod eukariota nije proces koji je zabiljezen i
kod prokariota; nema ni potrebe za ovim procesom jer se replicirani kromosomi raspodieljuju u dvije
stanice kceri tijekom produZzivanja same prokariotske stanice; zbog toga E. coli nema izdvojenu M fazu.
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stanicni ciklus prokariota i eukariota - usporedba citokineze (1)

(na nivou stanice i na subcelularnom nivou)

1. prije same citokineze kod eukariota se formira BSA (eng. bipolar spindle apparatus; bipolarno diobeno
vreteno).

2. orijentacija BSA potpomognuta je astralnim mikrotubulima koji su u interakciji sa membranom stanice.

3. povrsina po kojoj se cijepa stanica je definirana i nalazi se izmedu dva MTOCa (eng. microtubule-

organizing center).

4. tijekom citokineze kod stanice kvasca S. cerevisiae postoje odstupanja i to u smislu da BSA “podesava”

svoju orijentaciju/smjesta se u skladu s predodredenim mjestom cijepanja stanice (mjestom nastanka
pupa), u svim ostalim slu¢ajevima je upravo obrnuto tj. mjesto cijepanja stanice odredeno je simetrijom

BSA.
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staniCni ciklus prokariota i eukariota - usporedba citokineze (2)

(na nivou stanice i na subcelularnom nivou)

5. kod prokariota citokineza se odvija na pola puta izmedu dva pola stanice; kao i kod eukariota, replicirani
kromosom mora se prikladno orijentirati u prokariotskoj stanici; bakterije nemaju MTOC i smatra se da
bi trebale imati stukturu ekvivalentnu MTOCu koiji je karakteristiCan za eukariote.

6. kod prokariota replikacija DNA odvija se iz samo jednog mjesta (eng. origin).

7. kromatide se razdvajaju tijekom replikacije DNA.
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stanic¢ni ciklus prokariota i eukariota: mitoza

PROFAZA ANAFAZA
- plazmina membrana —— citoplazma
b m'toza (M) P raspodijeliene -
: kromatide "na rastuca
jezgrica bipolamo vreteno putu” prema udaljenost
polu izmedu
centromere — mikrotubuli —— polova
. . . . pol vretena
- bipolarna organizacija stanice ceioviajezoina edhdihdiohore: =
membrana mikrotubula
kromosom sa dvije kromatide i centromerom
PROMETAFAZA TELOFAZA

—— pol vretena dekondenzirajudi
i kromosomi
lazmina membrana-——; ;
e {kromatide) bez
mikrotubul kinetohora mikrotubula
kinetohore
_fragment
Jezgrine mikrotubul ——
membrane
jezgrina membrana
kinetohore slu¢ajan raspored nanovo se formira

kromosoma koji se oko kromosoma

raspodijeljuju l

METAFAZA CITOKINEZA

cjelovita jezgrina

formiranje jezgrice |
eI membrana koja

fragment jezgrine okruzue
kromosomi poredani membrane g;ﬁgggnngaluce
na metafaznom centru o seex s no s
{na pola puta do kinetohore sredisnje "tijelo” — kontrahirajuci
polova) podrucje preklapanja "prsten” koji formira
mikrotubula "brazdu" razdvajanja
ostaci
mikrotubula
polarni mikrotubuli vretena

pol vretena

par centriola



stanic¢ni ciklus prokariota i eukariota: mitoza

prijelaz izmedu G, faze i M faze stani€nog ciklusa nije jasno definiran

kromatin kondenzira u definirane kromosome (broj kromosoma ovisi 0 vrsti (mikro)organizma)
svaki se kromosom udvostrucio tijiekom S faze i sastoji se od dviju kromatida

kromatide kromosoma povezane su centromerom

jezgrica se pocinje “raspadati’ i postupno “nestaje”

plazmina membrana ———;,

—— citoplazma

jezgrica bipolarno vreteno

centromere —
pol vretena

cjelovita jezgrina
membrana

kromosom sa dvije kromatide i centromerom

- profaza mikrotubuli citoplazme (dio citoskeletona) se “raspadaju” i formiraju “pool” tubulinskih molekula;
ove se molekule koriste za formiranje glavnog mitotickog sustava - mitotickog vretena;
mitotiCko vreteno je bipolarna stuktura koja se formira izvan jezgre;
centriole se repliciraju upravo prije S faze, svaki par centriola dio je mitoti¢kog centra;

dva mitotiCka centra (eng. aster or star) se razdavajaju, a izmedu se formiraju mikrotubuli;

tako se formira bipolarno mitoti¢ko vreteno. 93



stanic¢ni ciklus prokariota i eukariota: mitoza

- pol vretena
. prometafaza plazmina membrana
v n . . —— mikrotubul
zapodinje raspadom jezgrine membrane; Kinetohore o
. o T o fragment
fragmenti (sli¢ni ER) su vidljivi i nalaze se oko vretena tijekom M; frdi
J N9\ membrane
vreteno formirano izvan jezgre “ulazi” u podrucje jezgre; N
kinetohore slucajan raspored
formiraju se kinetohore i prihvac¢aju za mikrotubule; Komesomarkollisg

raspodjeljuju

kromosomi se raspodjeljuju zbog interakcije njihovih kinetohora i vretena;

- metafaza
kromosomi se organiziraju tako da su im centromere na istoj “razini”;

fragment jezgrine

kinetohore “poredaju” kromosome na pola puta do pola;

kromosomi poredani membrane
svaki se kromosom nalazi na ‘metafaznoj ploéi’; e S
polova)

pol vretena polarni mikrotubuli
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raspodijeljene

kromatide "na rastuca

pu}u" prema _udaljenost
staniéni ciklus prokariota i eukariota: mitoza P s o

krace kinetohore
mikrotubula

- anafaza

zapocinje kad se sparene kinetohore na svakom kromosomu po¢nu razdvajati;
svaka kromatida se “povlaéi” prema suprotnom polu;

sve se kromatide “poviace” istom brzinom prema “svom” polu (* 1um min-?);
kinetohore se skracuju proporcionalno s “dolaskom” kromatida na pol;
vreteno se produljuje;

dekondenzirajuéi ————__

« » “ . Lo kromosomi
dva” se pOIa Udaljavaju ’ (kromatide) bez

kinetohora mikrotubula

- telofaza

mikrotubul ——

kromatide su na polovima,;

jezgrina membrana
nanovo se formira
oko kromosoma

kinetohore “nestaju”;

polarna viakna se produljuju;
membrana jezgre se nanovo formira oko skupine kromatida-kéeri na svakom polu;
kondenzirani kromatin ekspandira i formiraju se jezgrice,

mitoza je kompletna;
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stanic¢ni ciklus prokariota i eukariota: mitoza

- citokineza o 6
cjelovita jezgrina

formiranje jezgrice ——f— :
I9iezg membrana koja

citoplazma se pocinje “cijepati”’ na kraju telo- ili anafaze; okne
dekondenzirajuce
- . ; - . . « - kromosome
membrana oko sredista stanice se invaginira i formira “brazdu”; sredignje "tjelo” kontrahireiuci
pqdruéje preklapanja ::prsten‘:lkoji forr_nira
“brazda” se produbljuje i stjeSnjuje mitoti¢ko vreteno pri sredini; m'k“’“‘b“'at | brazdu razdvajania
ostacl —
v n . » - . . mikrotubula
“srediSnje tijelo” se konacno raspada i preostaju vretena

- par centriola

dvije kompletne, razdvojene stanice kceri.

animacije: Meiosis
Mitosis
www.sumanasinc.com/webcontent/animations/biology.html
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vegetativni stanicni ciklus
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vegetativni stanicni ciklus

- stanice svih mikroorganizama povec¢avaju svoju masu, rastu i dijele se
- tako mogu nastati dvije identi¢ne stanice kceri

- ovaj se cjelokupni proces naziva vegetativni stanicni ciklus

- tijekom vegetativnog stani¢nog ciklusa kod prokariotske stanice
genetski materijal je udvostru¢en
novonastali kromosomi su separirani
stanica je podijeljena

novonastala stanica

©
. tri faze stani¢nog ciklusa: B, Ci D odvajanje stanica__Ay. (75
© \

o
formirarje septurma A 5 inicijacia
B period (@) replikacije

invaginacija 4 DMA

D period

odjelivanje

segregacija kromosoma "kéeri” C period

Y,

(@
terminacija replikacije DA @/
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vegetativni stanicni ciklus

prokarioti eukarioti
porast mase stanice B period Gapl ili G1 faza
sinteza DNA C period sinteza DNAili S faza
porast mase stanice D period mitoza ili M faza
razdvajanje stanica D period citokineza

- trajanje C i D perioda ne ovisi 0 brzini rasta mikroorganizma

- trajanje B perioda se povecava s t,

novonastala stanica

©
odvajanje stanica/)_,@
- © ™~
formiranje septuma A (©) inicijacija
B period (@) replikacije
imvaginacija 4 DA
o D period
odjelivanje
segregacija kromosoma 'kéer'\ C period
(@)

terminacija replikacije DNA K@
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vegetativni stanicni ciklus

- prokarioti

- stani¢ni ciklus je vrlo pazljivo kontroliran i koordiniran proces

- veto sustav ne dozvoljava diobu stanice ukoliko replikacija kromosoma i dioba nukleoida nije

kompletirana

- stanica gubi mogucnost diobe u slu€ajevima kada nastupa ostecenje DNA ili je onemogucena

sinteza DNA

- nemogucnost odvajanja kromosoma “k¢eri” moze dovesti do diobe stanice u podrucju polova

- do danas nisu razjasnjeni molekularna osnova kontrole stani¢nog ciklusa kao i povezanost

rasta stanice i diobe stanice

- dioba stanice moze se zaobici bez da se remete ostali dogadaji stanicnog ciklusa
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SPORULACIJA
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sporulacija

- bakterije mogu kroz relativno dug period prezivjeti u nepovoljnim uvjetima
- prilagodba nepovoljnim uvjetima predstavlja ireverzibilnu diferencijaciju stanice, jedan od nacina
diferencijacije stanice je npr. formiranje spore (npr. kod Bacillus sp., Clostridium sp., Streptomices sp.,

Myxococcus xantus)

- formiranje spore je nacin prezivljavanja stanice u nepovoljnim uvjetima

Sirenja i kolonizacije razlicitih stanista (strujanje zraka, oborine, zZivotinje)

- bakterije koje imaju sposobnost sporulacije su “sveprisutne” u prirodi

- sporulacija: model za istrazivanje diferencijacije stanica i razvoja multistani¢nih “organizacija”

kako se mijenja ekspresija gena u stresnim situacijama koje dovode do sporulacije?
kako stanice medusobno komuniciraju u smislu razvoja multistani¢nih kompleksa?
kako se u stanici odvija ekspresija gena u smislu formiranja dvaiju (ili viSe) razli€itih tipova stanica

(embriogeneza, patogeneza, kancerogeneza,...)?
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sporulacija: Bacillus subtilis

- morfoloSke karakteristike procesa sporulacije aerobne Gram-pozitivne bakterije B. subtilis

jednostruka

membrana
dvostruka Il ( ( ) ]!
membrana — prespora

—.—L - A |
( ) ( | dvostruka
T o] membrana
0-1 stanica

/ peptidoglikan majka \ IV

( ) ( ) Korteks

( citoplazma
germinacija | _ korteks
— omotac
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sporulacija: Bacillus subtilis

- sporulacija je jednostavna diferencijacija koja zapocinje asimetricnom diobom stanice
- nastaju dva razli€ita odjeljka stanice prespora (razvija se u endosporu)

stanica majka (lizira i tako otpusta endosporu)

- pobude koje iniciraju sporulaciju nisu precizno definirane, a mogu biti:
1. iscrpljivanje supstrata (“glad”)
- izvori C, N; smanjena koncentracija GTP
2. odredena gustoca stanica (eng. quorum sensing)
- malobrojne stanice odredene vrste mo u uvjetima “gladi” ne sporuliraju
- komunikacija vanstani¢nim proteinskim faktorima - signalnim molekulama
3. sinteza DNA

- DNA potrebna za formiranje kromosoma stanice majke i kromosoma spore

- inicijacija sporulacije kod B. subtilis uklju€uje razliite signale koji aktiviraju histin protein kinaze

(eng. SpoO-phospho-relay pathway)
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sporulacija: Bacillus subtilis

- morfoloSke karakteristike procesa sporulacije aerobne Gram-pozitivne bakterije B. subtilis

jednostruka

membrana
dvostruka Il ( ( ) ]!
membrana — prespora

—.—L - A |
( ) ( | dvostruka
T o] membrana
0-1 stanica

/ peptidoglikan majka \ IV

( ) ( ) Korteks

( citoplazma
germinacija | _ korteks
— omotac
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sporulacija: Bacillus subtilis

- morfoloSke karakteristike procesa sporulacije aerobne Gram-pozitivhe bakterije B. subtilis

faza

0-l stanice se razmnozavaju diobom (simetri¢no)

| asimetriCna dioba; formira se septum (dvostruka lipidna membrana i tanki peptidoglikanski
sloj)

i hidroliza peptidoglikanskog sloja septuma; stanica majka “proguta” buducu sporu tako da
buduéa spora egzistira kao amorfni protoplast unutar stanice majke, koji je odvojen
dvostrukom membranom (prespora)

\Y izmedu dviju membrana prespore formira se peptidoglikanski sloj koji je prete€a korteksu

spore, a spori daje ¢vrsto€u i oblik
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sporulacija: Bacillus subtilis

- morfoloSke karakteristike procesa sporulacije aerobne Gram-pozitivne bakterije B. subtilis

faza

V nastaje omota¢ spore (eng. coat) nacinjen od ~ 20 razli€itih polipeptida i proteina

Vi spora sazrijeva (eng. maturation); nastaju karakteristi¢ni spojevi (dipikolinska kiselina, 3-
PGA); formira se viSeslojni korteks; sporu karakteriziraju specifi¢na svojstva (otpornost,
“pospanost”, klijavost)

Vi autoliza stanice majke i “oslobadanje” spore
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sporulacija: Bacillus subtilis

- identificirana su 24 gena koji kodiraju signalne, regulacijske i strukturne proteine koji su aktivni u
razli€itim fazama sporulacije

- inicijacija sporulacije zapocinje fosforilacijskom kaskadom: nekoliko protein kinaza €ini tzv. fosforelej
sustav

- posljedica djelovanja fosforilacijske kaskade je segregacija o faktora tj. sinteza Cetiri specificna o

proteina
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sporulacija: Bacillus subtilis

1. iscrpljivanje supstrata (“glad”)
2. odredena gustoca stanica
3. sinteza DNA

- shema SpoO i Com phospho-relay puta

periplazma pobude stacionarne faze
P; fosfataze P,
Kin A | T RapA B SpoOE >
” ) y P kinA forKin A
(H)~P) _ ..
\Y & p1|—?mlp2| sinR for
P — p —— | P — ( ,,: RGP
: == N e Sinl-—» Sln R
eggggzvne > j r H (R D [j‘» ? \ R D‘ i : 2.
: SN, N v ©
Kin B N W =
faze in ATP/—\ SpoOF SpoOB 'SpPoOA - ® > plpoll A E G
proteini phospho-relay puta © o o
p,__) ®) X plabrB for AbrB
| ’_;\ E \.u/
" ) . we . v i
Com X* > J_ T H | RO > ~---> geni za kasniju kompetenciju geni koji se
ComP Com A npE; Eﬁ?&g ;: ggg”;{'g eksprimiraju u
ATP ’ ' stanju "gladi” i
Qu0fum nprspoOHza G
sening ComQ sinteza DNA ? WSROk
ComX* = - - !Com X* l«—— Com X H His
SpoOK (= Opp?) GTP? D Asp
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Kin kinaza




sporulacija: Bacillus subtilis

- shema SpoO i Com phospho-relay puta: SpoOF i SpoOA
- dvokomponentni sustav prijenosa signala za ekspresiju odredenih gena (npr. aerobna respiracija i

sporulacija)

Kin A - SpoO A

(senzor, His je donor P, Asp je akceptor P)

ComP-ComA

(senzor, His je donor P, Asp je akceptor P)

- kada je stimulirana, kinaza se autofosforilira uz utroSak ATP

- kinaza (Kin Ai Com P) je transmitter signala, a receiver je SpoO Ai Com A
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sporulacija: Bacillus subtilis

2. gustoca stanica
3. sinteza DNA

- shema SpoO i Com phospho-relay puta

periplazma pobude stacionarne faze
P; P;
T ' Rap A, B SpoOE
(H) Ei:\v
g ———> P——> P——> (P) D
e 4 o | el [ s
pobude N1 F® @D ) @RoO—( Y
vegetativhe : : Y L,
faze @ m SpoOF SpoOB SpoOA WAy
ATP e
P——) IPI
3 ® : . 2
Com X* > }— T H ’ ' R D ——( > ----- ~---» geni za kasniju kompetenciju
ComP o npr. comx, Q za Comx,Q
I Ap ComA 30001, P 72 Rap A B
Quorum
sensing
: ComQ sinteza DNA ?
Com X" = - — | Com X* «—— Com X

GTP?

1. iscrpljivanje supstrata (“glad”)

>
y P kinA forKin A

P1|—;inlpzl ZinR for

Sinl - i Sln R

v -3"
= p|§poHA EG

oh Glf

A p "abr B for AbrB

V"_'"
geni koji se
eksprimiraju u
stanju "gladi” H
npr spoOHza G

spoQE za SpoOE
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sporulacija: Bacillus subtilis

- shema SpoO i Com phospho-relay puta 2. gustoca stanica

3. sinteza DNA

periplazma pobude stacionarne faze

regulator
transkripcije

1. iscrpljivanje supstrata (“glad”)

>
y P kinA forKin A

> P]r?inipzl EinR for

P——> P—3 Py () L@ |
bud = —F — == - AT Sin | = Slln R
: = - ~ == == — Ly T I y &=
Kin B Mo s i
faze |n Ap SpOOF SPOOB SPOOA \“ .‘\“-(}I’l > . p| ;PO" A [ G
fosfotransferaza O A S BE
P > (P) - X pabrB for Abr B
T T R
Comx* > |—1T1 H| (R (DF—( =t > geni za kasniju kompetenciju geni koji se
ComP /\ Cormi A npr. gogné?_ g 2 ggmﬁ-g eksprimiraju u
ATP RENS R stanju "gladi”
Quorum nprspoOHza G
sensing . spoQE za SpoOE
v ComQ sinteza DNA ?
ComX* = 5 = !Com X* l«—— Com X
SpoOK (= Opp?) GTP?
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animacija: Extracellular Signaling (Homo sapiens)
www.sumanasinc.com/webcontent/animations/molecularbiology.htm

sporulacija: Bacillus subtilis

1. iscrpljivanje supstrata (“glad”)
2. gustoca stanica
3. sinteza DNA

- shema SpoO i Com phospho-relay puta

periplazma pobude stacionarne faze

Kin A Rap A, B SpoOE -
7 P kinA for Kin A
a pi[sint psl sinR for
P)——> (P}——> (P @ ' ‘
— . il ] Sinl-—»SinR
. 4 R M . '
vegetativne> j;—j L N~ (R D) . > ......... v O
in SpoOB SpoOA T o
faze ATP l P ‘~ +; > plspoll AEG
I:__—_/l ~'-.“.~ 0-" O—l:
A p?er for AbrB
ComX* ) p—T Hl (ROD— o > geni za kasniju kompetenciju geni koji se
ComP /7 ComA npr. comX, Q za Comx.Q eksprimiraju u
spoOLP zaRap AB stanju "gladi”
Quorum nprspoOHza G H
sensing . spoQF za SpoOE
i D ComQ sinteza DNA ?
Cop X" < — ! Com X" ««— Com X H His
Opp SpoOK (/0pp?) s 'Nph-ymuam - GTP? D Asp
(kasna eksp. faza rasta) ' 114

. Kin kinaza
peptid permeaza

Opp oligopeptide (transporter)



sporulacija: Bacillus subtilis

1. iscrpljivanje supstrata (“glad”)
2. gustoca stanica
3. sinteza DNA

- shema SpoO i Com phospho-relay puta

periplazma pobude stacionarne faze

KinA | T o
|~ y P kinA forKin A

v . p1|—§inlp2[§inR for

¥/

P

2
pObUde - AN ”’I"j’f T»I : ;
vegetativne > }—'{ ) (R (D}
faze Kin B m

ATP

Sinl-—»SinR
} © |
* )

= p|;poHA EG

oh (—)If

A p[abrB for AbrB

= P
(\P}r—> (P)
'\.P./ I\_F)_/'

1 I \ = e
N R e ® ; s e A A
Com X > _}__ T .H‘ (R D— . >:\-;---> geni za kasniju kompetenciju geni koji se
ComP Com A S Rk comx, Q za gomﬁ,é) eksprimiraju u
ATP . SR00LPZaRap A, stanju "gladi"
Quorum nprspoOHza G H
sensing . spoQF za SpoOE
ComQ sinteza DNA ?
ComX* = - ! Com X* l&—— Com X
SpoOK (= Opp?) GTP?

inhibicija sinteze DNA - stimulirana ekspresija gena za sporulaciju
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sporulacija: Bacillus subtilis

1. iscrpljivanje supstrata (“glad”)
2. gustoca stanica
3. sinteza DNA

- shema SpoO i Com phospho-relay puta

periplazma pobude stacionarne faze

Kin A | T Rap A, B SpoOE >
y P kinA forKin A

x” "’:E)\
\Y Q p1|—?inlp2| SinR for

(P)——> | P —> (P)——> (P) I
. o Sl ok N e sinl > Sln R
sgg:ta(teivne> j_'——‘ T ; (R -D" \ : R -Df“‘“_—‘( - : -
— , e aC)
faze Kin B /-\ SpoOF SpoOB SpoOA T plSpoll A E G
ATP B =
@ M o of
P 3 ,PI X plabrB forA‘st
: ® . ) ) v©
Com X" > —’—)- T H ’ (R D ——( > ----- ----» geni za kasniju kompetenciju geni koji se
C o npr. comx, Q za Comx,Q A
omP g ComA sp0OLP zaRap A B :rasngl?:llr“ng;::]c:"u
Quorum ) nprspoOHza G H
sensing enzim ) spoOF za SpoCE
: ComQ sinteza DNA ?
Com X" = - S - | Com X* <——< Com X >
SpoOK (= Opp?) . GTP?
peptid permeaza peptid 116

(transport)



sporulacija: Bacillus subtilis

1. iscrpljivanje supstrata (“glad”)
shema SpoO i Com phospho-relay puta 2. gustoca stanica

3. sinteza DNA
periplazma pobude stacionarne faze
Pi  transkripcijski
regulator
KiﬂA RapA B -
& JE’ y P kinA forKin A
_\v B et Pﬂinfpzl;inf? for
”P\—> P—> P——>.P) Y
bud , . = o BT Slnl - Sln R
sgg:tafivne> }—'{ il H (R D \ ) (R (D) <( } ‘:
faze Kin BAp SpoOF ' '

- p|§poﬂA EG

; G, v o
SpoOB E SpoOA P - B SO

of of
P——) IPI

- A fo-Aer represor
| o3 (‘\‘ \
ComX* > AJ—T H‘ 'R D——( LY i i
compP N :

) B
» geni za kasnijy kompetenciju
Com A
ATP
Quorum

npr. comx, Q zaXComxX.Q

geni koji se
eksprimiraju u DNAz-RNA
spoQL P zZa Ra\;i AB stanju "gladi} p
' N npr spoOH za
o . N 5000F za SPOOE
\ ~ ComQ sinteza DNA ? s ST
ComX* < = ' Com X* F—m el —
SpoOK (= Opp?) GTP?

autoregulacija
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sporulacija: Bacillus subtilis

2. gustoca stanica
3. sinteza DNA

- shema SpoO i Com phospho-relay puta

pobude stacionarne faze

periplazma
P; P,
KinA | T Rap A, B SpoOE
) <P) \v
O—— P—— O—— @ c
gl i e [ -
sggggfivne> :}_———4 N, RD) R O——
faze Kin B . ﬂ(\ SpoOF SpoOB SpoOA e
P——) IPI
3 ® ; . 2
Com X* > }— T H ’ ' R D ——( > ----- ~-----» geni za kashiju kompetenciju
ComP o npr. comx, Q za Comx,Q
! Ap L spoOL P zaRap AB
Quorum
sensing
: ComQ sinteza DNA ?
ComX" = - S - | Com X* le—— Com X

GTP?

1. iscrpljivanje supstrata (“glad”)

>
y P kinA forKin A

P1|—;inlpzl ZinR for

Sinl - i Sln R

v -3"
= p|§poHA EG

A p "abrB forAer

i =/
geni koji se
eksprimiraju u
stanju "gladi” H
npr spoOHza G

spoQE za SpoOE
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sporulacija: Bacillus subtilis

- 0 proteini identificirani su iskljucivo tijekom sporulacije (stanica majka: of i oX; spora: o™ i 6©)
- za sintezu oX potrebna je “site-specific’ rekombinacija DNA, a ovu reakciju katalizira specificna

rekombinaza
- rekombinacijom nastaje gen koji kodira prekursor oX proteina koji posttranslacijskim modifikacijama

postane aktivni ok
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sporulacija: Bacillus subtilis

- oF aktivira oF i ova dva proteina su aktivna i to svaki u svom odjeljku do formiranja protoplasta spore (pri

kraju faze 1)

- 0% provodi transkripciju gena za formiranje korteksa i gena za sazrijevanje spore
- oK sudjeluje u formiranju korteksa i omotaca spore, kao i u sintezi proteina/enzima koiji kataliziraju

autolizu stanice i “oslobadanje” spore
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sporulacija: Bacillus subtilis

- osnovne faze regulacije i prijenosa signala

of inaktivni ot
Modulon

............... X

- o faktori koji funkcioniraju u stanici majci (ot i cX) i S

u prespori (o i %) |
- hipotetski faktori X, Y i Z sudjeluju u komunikaciji

T . . ot inaktivni o©
medu ova dva odjeljka stanice, a aktiviraju se u I\/lodAulon
Q ‘\‘ b BT R

specificnim fazama sporulacije Tl g C @

- sigma-specifi¢ni moduloni (o i oK) i regulatori SpolllD <@

transkripcije SpollID i GerE se aktiviraju

o
Modulon
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sporulacija: Bacillus subtilis

- klijanje (germinacija) spore
nije do kraja istrazen proces
faze:
aktivacija (nije neophodna, zapoc€inje na poticaj aktivatora)
klijanje (zapo inje na poticaj germinatora: L-Ala, razli¢iti UH, ribonukleozidi,

anorganski ioni)

- tijekom Klijanja energija za biosintezu pribavlja se od 3-PGA

- sinteza RNA prvih 20 min odvija se iz postojecih ribonukleotida

- slijedecih 25-50 min sinteza RNA odvija se “na racun” ribonukleotida nastalih razgradnjom RNA

- aminokiseline za sintezu proteina nastaju razgradnjom postojecih proteina u spori

- sinteza DNA zapocinje pri kraju klijanja, koriste se nukleotidi nastali konverzijom ribonukleotida (RNA)

- metabolizam malih molekula zapoc€inje nakon oko 70 min kada je isklijala spora ,spremna” za rast i

razmnozavanje
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BAKTERIJE MLIJECNE KISELINE
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bakterije mlijeCne kiseline

- fermentacijski procesi podrazumijevaju anaerobne redoks reakcije u kojima se supstratnom
fosforilacijom pridobiva ATP

- supstratna fosforilacija povezana je s oksidacijom supstrata

- tijekom oksidacije supstrata transport elektrona nije povezan s pridobivanjem energije

- donori i akceptori elektrona su npr. UH, organske kiseline, aminokiseline, heterocikli

- metabolizam ugljikohidrata
homolaktiCna fermentacija
heterolakticha fermentacija

fosfoketolazni put

metabolizam ugljikohidrata kod Bifidobacterium bifidum
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bakterije mlijeCne kiseline

- bilanca: glukoza — 2 laktata + 2 H*

- homolakti¢na fermentacija

glukoza 2 R- ili S-laktat
A

2ADP + 2 Pi \

L
EMP —/ R- ili S-laktat dehidrogenaza
\D 2 NADH + 2 H*

2H'= A4

2 piruvata
2 CoASH

~

- supstrat je prisutan u suvisku

piruvat formijat liaza

2 formijat npr. laktoza u mlijeku
/ 2 acetil-CoA \
Pi K ﬂldADH + H*
CoASW-acetil transferaza NW + CoASH
acetil-P acetaldehid-dehidrogenaza acetaldehid
ADP + Pi NADH + H*
ATP jvacetat kinaza alkohol dehidrogenaza NAD* 126

K acetat etanol /




bakterije mlijeCne kiseline

- heterolakticna fermentaci

ja

heksoze

(" Couwora

ATP

Y

ADP) bz NADH + 2 H* N

2 NAD+ pi

fosfoketolaza 2

\

> acetil-P

>< ksiluloza-5-P

A

ADP “~

/
ATP

e

\

2 ADP + 2 Pi

S

3-P-gliceraldehid

2 ATP

R- ili S-laktat /

pentozﬁ

ADP + Pi

ATP

J
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NADH NADH + H*

NAD* NAD+* 2
6-P-glukonat

glukoza
bakterije mlijeCne kiseline o dehidrogenaza
ADP
.. A /H CH,
- fosfoketolazna fermentacija c |
H—C—OH /C\\
I 0,PO o
CH,OPO,

3-P-gliceraldehid

CH,OH CH,OH
| |
T
HO—?_ H epimeraza H_?_OH
H—CI:—OH H—?—OH
CH,0PO,* CH,0PO*
ribuloza-5-P ksiluloza-5-P
izomeraza
H (0]
NIV 20,PO
I AN
| CH,
H—C—OH OH
I _—
H—?—OH
H—?—OH OH OH
CH,0PO.*

D-riboza-5-P B-D-riboza-5-P
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. v . . 2 glukoza
bakterije mlijeCne kiseline

sedoheptuloza-7-P
2 fruktoza-6-P —OH
- fermentacija kod Bifidobacterium bifidum —OH —©
5 HO —
e A —OH
HO— B —QOH
—OH
¢ —OH
oy fosfoketolaza \ transaldolaza
—OPO,2

—0PO,?>

acetil-P 3-P-gliceraldehid

0

—OH
OH
OPO,2>

transketolaza

ksiluloza-5-P
acetat

eritroza-4-P
bilanca: 2 glukoza — 2 laktat + 3 acetat + 5H*

2 3-P-gliceraldehid

2 acetil-P

vvvvvv 2 S-Iaktatmé
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- -~

/ glukoza-6-P ™

| NADP* )

. : ! dehidrogenaza I
metabolizam - katabolizam (12) , NADPH 0 :
i 6-P-glukonolakton i

I H,0 l

! b+ glukonolaktonaza !

- metabolizam ugljikohidrata ! i
PENTOZA-FOSFATNI PUT L Qukonat i
(heksoza-monofosfatni, HMP; | NADPH dehidrogenaza o
. Co, oksidativni dio |

Warburg-Horeckerov put) /,‘»\—\ T 57 R .
o Tt NIt TN
/ 1Zomeraza epimeraza \

g N neoksidativni dio

riboza-5-P ksiluloza-5-P
. /
transketolaza

NS

gliceraldehid-3-P + sedoheptuloza-7-P

e e e e e e e e e e e e e -
e o —————

transaldolaza
fruktoza-6-P + eritroza-4-P ksiluloza-5-P
. A V4
likoliza f
g \transketolaza
\\“\‘\\:\ \ - \ / )
AN . . ’
NN gliceraldehid-3-P + fruktoza-6-P J
\\:\\ > -4 ’,/

- /
- - ‘ -
R g L S — 130
N — .
~ ’r’



metabolizam - katabolizam (12b)

- PENTOZA-FOSFATNI PUT:

transaldolaze i transketolaze

rc—on 7

| 2 izomeraza

c=o J/
\

epimeraza
H, 2o ‘\\

ribuloza-5-P

1—0OH

H\1 O 2=0

C HO— 3

| 2 -
H—C—OH OH

| 3 HO— 5
H—C—OH 6

| 4 —OH
H—C—OH

|5 7 ~OPO,%
H,~C—0—P sedoheptuloza-7-P
riboza-5-P \ Y \

transketolaza

e /
H,—~C—OH
2 | 2 O\ M
C=0 c
| 3 |
HO—C—H H—C—OH
| 4 |
H—f—OH H,-C—0—P
5
H,—C—O0—P

gliceraldehid-3-P

ksiluloza-5-P

H,—C—OH

|

c=0

| o H
HO—C—H N7

| C
H—C—OH |

| H—C—OH
H—C—OH |

| H,~C—OPO,?
H,—C—0—P

fruktoza-6-P gliceraldehid-3-P

A4
transaldolaza

transketolaza

A\

H,-C—OH
|
I
- OH HO-C—H
— |
OH H—C—OH
—OPO,> |
H,—C—O—P
eritroza-4-P _ 131
ksiluloza-5-P



metabolizam - katabolizam (13)

- metabolizam ugljikohidrata

- pregled naj¢escih metabolickih puteva pregradnje glukoze
glukoza glukoza
I
ADp ATP >
glukoza -6-P <— glukoza

R N

PTS

fruktoza-1,6- bISP

fruktoza-6-P 6-P-glukonat 6-P-g|lleonat
|
Eﬂdmaza] fosfoketol dehidrataza dehidrogenaza
0570 e:)/aza transaldolaza @ !
. . KDPG ribuloza-5-P + CO,
2 trioza-P acetil-P + eritroza-4-P .
‘ sedoheptuloza-7-P aldol azal izome;ziza eel\meraza
+ .
gliceraldehid-3-P riboza-5-P ksiluloza-5-P
acetat
2,3-bisP-glicerat _ _ transaldolaza
gllcerald‘ehld—S—P transketolaza
/ ~ acetil-P
gliceraldehid-3-P
..\ |
2 piruvat 2 laktat + 2 acetat piruvat piruvat acetat 132

GLIKOLIZA FOSFOKETOLAZNI ENTNER-DOUDOROFF PENTOZA-FOSFATNI



metabolizam - katabolizam (10a)

- metabolizam ugljikohidrata
- fosfoketolazni put kod bakterije
Bifidobacterium bifidum:
od heksoza fosfata (fruktoza-6-fosfat)

fosforolizom do (A) acetil-P i eritroza -4-P

CH, ADP ATP

1 1
ZJZ ili 2 | K / > acetat
B 2-0,PO—=0 Ca
1—0OH 3 7 No
' 20,PO
2 =0 fosfoketolaza acetil-P
HO— 3 (
4 —OH P 3 =0
° [~OH 4 =OH
6-opPo,> 5 —OH
6-opo,>

fruktoza-6-P
eritroza-4-P 133



bakterije mlijeCne kiseline

- fermentacija laktoze kod roda Streptococcus

- transport i fermentacija pomocu Lac-PTS;

- razgradnja laktoza-6-P do glukoze i galaktoze-6-P;

- katabolizam galaktoze-6-P putem tagatoza-6-P;

- katabolizam glukoze EMP putem (fosforilacija glukoze ne provodi heksokinaza vec
membranska komponenta PTSa za manozu);

- regulacija aktivnosti piruvat kinaze odreduje da li se PEP troSi za PTS ili za pridobivanje
ATP;

- piruvat kinazu aktivira FBP, a inaktivira fosfat;

- pri optimalnoj brzini glikolize 50% PEP se troSi za PTS, a 50% za stvaranje ATP;
koncentracija FBP je maksimalna, a fosfata minimalna, Sto aktivira piruvat kinazu

- kad nestane laktoze, nema ni energije, koncentracija FBP opada na minimum, a
koncentracija fosfata raste do maksimuma, $to inaktivira piruvat kinazu, zbog toga se
nakupljaju PEP, 2-PGA i 3-PGA (tzv. PEP-potencijal);

- na ovaj nacin stanica u “gladovanju” akumulira energijom bogate spojeve koji ¢e pokegnuti

glikolizu kada se UH ponovno nade u okolini stanice.



bakterije mlijeCne kiseline

- regulacija piruvat kinaze: FBP i fosfat

Glucose Glucose
o LJE!

Glucose ;b G6P El

HO o
NAD* 4&.4.“_ NADH
\ il
1 i
-
\ |
\ |
ATP ~. 1 -
el
ADP + P, %l
,\\ \
Ethanol) \\ '."“‘,
2naD g
P permeaza 2 NADH Oy ¥y
Acetyl-CoA
A ATP-aza
A‘x:’Ai coz_
CcpA catabolite control protein A -
) . Acetate
cre catabolite responsive element
noxE gen koji kodira H,O-formirajucu NADH oksidazu
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bakterije mlijeCne kiseline

Ell UH-specifi€an PTS membranski protein

P aktivni transport

* analozi UH koji se ne mogu metabolizirati
- transport i metabolizam UH kod BMK DG 2-deoksi-b-glukoza
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bakterije mlijeCne kiseline

- transport i metabolizam laktoze kod S. lactis

GLUCOSE (2-DG)

(2-DG-6P)
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bakterije mlijeCne kiseline

- glikoliza: ustaljeno stanje, “gladovanje” i “re-start” kod S. lactis

A. Steady-State Glycolysis B. Starvation {"’Shut-down’’) C. re-Start
PEP — PEP _ PEP _ PEP PEP __
FPTS 50%, FM,rp =50% Foe =0, F L~ trace Foe = 100%
GLUCOSE GLUCOSE

P-1vHPr G6P R P-—1Hr G6P
Il h

P~Enzyme 1 P ~Enzyme |
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1PEP g2-3Pan L5 ATPZ 1 AT:, __: _______ ! ogk |~ ATP |
pgk i - | ‘/ | S : :
{ [N
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bakterije mlijeCne kiseline

- metabolizam citrata
Leuconostoc mesenteroides
Leuconostoc oenos

Lactococcus lactis

- transport citrata u stanicu odvija se citrat-laktat antiportom (transportni protein CitP)

- citrat se cijepa djelovanjem citrat liaze

Hcitrat> — oksalacetat? + acetat + H*

-oksalacetat se cijepa djelovanjem oksalacetat dekarboksilaze

oksalacetat> + H* — piruvat- + CO,
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- metabolizam citrata (L. lactis CRL264)
Hcitrat?>- — oksalacetat® + acetat + H*

oksalacetat> + H* — piruvat + CO,

Hcitrat? laktat

_ vanstanicni prostor
kiselo ++++

Hcitrat? laktat

‘)\ piruvat
!

acetat” oksaloacetat> —> piruvat

\ -

laktat

// slabo luznato ---- Y unutarstanicni prostm




bakterije mlijeCne kiseline

- metabolizam citrata: novija istrazivanja

- kiselinski stres pobuduje aktivaciju CitP proteina;

- tako se smanijuje toksic¢no djelovanje unutarstani¢nog laktata;

- kada stanice BMK rastu na citratu i glukozi, laktat nastao fermentacijom glukoze izlazi iz
stanice citrat-laktat antiportom;

- kada stanice BMK rastu samo na citratu, CitP funkcionira kao citrat-proton simporter (jedan
citrat + jedan proton);

- pri tome nastaje slaba PMF i metabolizam citrata je usporen;

- doda li se laktat u podlogu, laktat se transportira u stanicu pasivhom difuzijom i tada se

aktivira citrat-laktat antiport i metabolizam citrata je znatno pojacan.
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